Combination effects of CDDP and hyperthermia in mouse bladder tumor (MBT-2) by 清水, 功基
Titleマウス膀胱腫瘍(MBT-2)に対するCDDP投与と温熱療法併用効果の検討
Author(s)清水, 功基

















































1.∬nvivo抗 腫 瘍試 験(Fig.1)
実 験動 物 は6週 齢 雌 性c3HIHeマ ウス(千 代 田開
発 社)を 用 い,1群6～7匹 と した.
実験 腫 瘍 は 化 学 発 癌 剤N・ 〔4-(5-nitro-2-furyl)-2-
thiazolyl〕formamide(FANFT)で誘発 した マ ウス
膀 胱 腫瘍(MBT-2)6)を用 い た.マ ウス皮 下 で継 代 さ
れ て い るMBT・2腫 瘍 を 細 切 し,0.1%collagenasc
にて 細 胞浮 遊 液 を作 製 後1×106のMBT-2細 胞 を マ
ウ ス後肢 皮下 に移 植 した.
治療 開始 時 期 は腫 瘍 が 測 定 に 適 度 な 大 き さ(450
～550mm3)にな る移 植11日 目 とした.こ の 時点 で
CDDPと 温 熱 に よ る治療 を 施 行 し,経 日的 に 各 治療
群 の 腫瘍 の縦(X),横(y),高 さ(Z)を 測定 し腫
瘍 体積(v)をv=xyzと して算 出 し て 腫瘍 増 殖 曲
線 を作 成 した.
抗 腫瘍 効 果 の 判定 は 治療 開 始 後7日 目の 腫瘍 体 積 の
分 散分 析 で 行 った,
1)治 療 法 別 抗腫 瘍 試 験
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Fig.1.Methodofinvivoantitumortcst.
CDDPの 抗腫 瘍 効果 の 温 熱 に よる 増 強 効果 を 検 討
す る 目的 で,① 対 照 群,②CDDP単 独 治 療 群,③ 温
熱単 独 治療 群,④CDDP+温 熱 併 用治 療 群 の4群 に
大 別 し,治 療 法 別 の 抗 腫瘍 効 果 を判 定 した.CDDP
単独 治 療 群 のCDDPの 投 与量 は3mg/kg,投与 方 法




















MBT-2培養細 胞に対す るCDDPお よび温熱





































た時点 で0.1%trypsinにて 単 離細 胞 浮 遊 液 と し,
2回遠 沈洗 浄 後,播 腫細 胞 数 が2×103cell/dishとな
る よ う調 整 し て,basclayerとtoplayerからな
る二 層軟 寒天培 地 で 培 養 した.baselaycrの作 製 に
は,①i×DMEM(Dulbecc・u'sMEM),②2×
DMEM,③ 胎 児 牛 血 清,④1.2%agarを 各 々 等
量 ず つ 加 え よ く混 和 し1mlず つ35mmgrid付
plasticdishに分 注 した.toplayerの作製 に は,①
2×DMEM,② 胎 児 牛血 清,③1.2%agar,④先 に調
整 した単 離 細胞 浮 遊液 を 各 々1mlず つ加 え よ く混和
し,3枚 のbaselaycr上に1mlず つ重 層 させ て,
最 終濃度25%胎 児牛 血 清,0.3%agarの二 層 軟寒 天
培 地を作 製 した.各dishをincubator内で2週 間
培養 後,倒 立位 相 差顕 微 鏡下 に て30個以 上 の細 胞 よ り
形成 され る コ ロニ ーの数 を 算 定 し,percentcolony
survivalを次 式に て 算 出 した.
percentcolonysurvival=
隻鐸鵠r≡三審 ・1・・(%)
3.細 胞 回 転 の進 行 に及 ぼ す影 響(Fig.2)
MBT-2培養細 胞 に 対 す るCDDPお よ び 温 熱 の
細 胞回 転 の進行 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 す る 目 的 で,
① 対 照,②CDDP単 独処 理,③ 温 熱 単 独 処 理,
CDDP+温 熱 併 用処 理 の 各処 理 別 にfloNNTcytometry
(FCM)に よ り検 索 した.
実験 細胞 は 実験2と 同 じく25cm3tissueculture
flask内でprecultureし対 数 増殖 期 に あ るMBT-2
培 養細 胞を 用 い,CDDP処 理 お よび 温 熱 処 理 も 同
じ条件 で 行 った.各 処 理 後60mmpetridish内で
4×105ce11/dishの細 胞 を単 層 培 養 し,培 養 開始 後24
時 間,48時間,お よび7211寺問 の 各時 点 で,petridish
内の培 養 液 を 吸引 除去 し,リ ン酸 緩 衝液 で2度 洗 浄後
リン酸緩 衝 液 で溶 解 した0.1%trypsin液で単 離 細 胞
629
浮 遊 液 を作 製 し,① 細 胞 数 を算 定 し細 胞 増殖 曲線 を作
成 した,② 細 胞(3×104ccll)の核DNA監 をFCM
を用 い て 測 定 し経 時 的DNAヒ ス トグ ラムを 作成 し
た.
FCMの 試 料 作製 は,細 胞 を4℃70%ethano1で
固定 し,30分間RNase処 理 お よび15分閻pepsin処
理 後,核DNAを50μ9/mlpropidiumiodideに
て染 色 した.FCMの 装 置 はFACSIIIを 使 用 し,
標 準 試 料 と して マ ウス リンパ球 を用 い て,CV値 を6
%以 下 に調 整 した.
結 果
1.Invivo抗 腫 瘍 効果
1)治 療法 別 抗 腫瘍 効 果(Fig.3)
治 療 開 始 後7日 目の平 均 腫 瘍 体 積(V±SDmm3)
は,対 照 群(2,257±463mm3),CDDP単独 治 療 群
(1,856±213mm3),温熱 単 独 治 療 群(1,653±341
mrn3),CDDP+温熱併 用 治 療 群(812±291mm3)で
あ った.対 照 群,CDDP単 独 治 療群,温 熱単 独 治療
群 の3群 間 に は抗 腫瘍 効 果 の有 意 差 を認 め な か った.
一方 ,CDDP+温 熱 併用 治療 群 は 他 の3群 との間 に
有 意 な腫 瘍 増 殖抑 制 効果 を 認 め た(p〈0.01).
2)CDDP+併 用 温 度 別 抗腫 瘍 効果(Fig,4)
治療 開始 後7日 目の 併 用 温 度 別 の 平 均 腫 瘍 体 積
(V±SDmm3)は,37℃(2,662±tl49mm3),41℃
(2,263±445mm3),43℃(913±384mm3)であ った.
37℃ 温 熱 併 用 群 と"eC温 熱併 用 群 の2群 間 には 抗
腫 瘍 効 果 の有 意 差 を認 め なか った.一 方,43℃ 温 熱
併 用 群 は他 の2群 との 問 に有 意 な腫 瘍 増殖 抑 制 効果 を
認 め た(p〈0.Oi).
2.コ ロニ ー 形 成法 に よ るInvitro抗腫 瘍効 果(Fig.
5)











































efflciencyは24.7%であ った.各 処理 別 の コ ロニ ー数
(±SD)は,温 熱 単独 処 理(428±31.2),CDDP単
独 処理(101±13.1),CDDP+温熱 併 用 処 理(10±
1.25)であ った.各 処 理 別 のpercentcolonysurvi-
valは各 々,86.7%,20.5%,2.1%であ った.
3.細 胞 回転 の 進行 に及 ぼ す 影響(F量g.6)
細 胞 増殖 曲線 お よ びDNAヒ ス トグ ラ ムの経 時 変
化 をFig.6に 示 した.対 照 で は,単 層 培 養 開 始後24
時 間 でexponentialphaseに入 り,doublingtime
は30.9時間 で あ った.温 熱 単独 処 理 で は,細 胞 増 殖抑
制 は 軽 度 で,DNAヒ ス トグ ラムの 経 時変 化 はほ とん
ど認 め られ な か った,CDDP単 独 処 理 で は,細 胞増
殖 抑 制 は軽 度 で あ った が,DNAヒ ス トグ ラムは24時
間後 にS期,G2期 の 細 胞蓄 積 が み られ た.し か し,
48時間 後 にG2期 の 細 胞 蓄 積 の 減 少 が み られ,72時
問 後に はG2蓄 積 は 消 失 し対 照 と 同様 のDNAヒ ス
トグラ ムを示 した.CDDP+温 熱 併 用 処 理 で は,細


































































































理に比し長時間のG2蓄 積作用を示 し,CDDPに よ
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